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COMPOSITION IMMUNOSTIMULANTE COMPRENANT AU MOINS UN AGONISTE DES RECEPTEURS 
TOLL-LIKE 7 OU DU RECEPTEUR TOLL-LIKE 8 ET UN AGONISTE DU RECEPTEUR TOLL-LIKE 4 

L'invention est relative au domaine des compositions immunostimulantes comprenant 
au moins un agoniste du rScepteur Toll-like 7 ou du recepteur Toll-like 8 qui sont 
5 presents sur les cellules presentatrices d'antigenes. Plus particulierement, T invention 
concerne des compositions qui comprennent en outre un agoniste du recepteur Toll-like 
4, et notamment de telles compositions qui comprennent en outre un antigdne vaccinal. 
II est connu dans Tart ant&ieur de vouloir augmenter ou orienter la reponse immunitaire 
induite par les antig^nes presents dans un vaccin, au moyen d'adjuvants qui sont choisis 

10 dans la categorie des immunostimulants. Ceci peut etre souhaitable car l'antigene, 
administre seul, n'est pas suffisamment immunogdne, a cause notamment de son trds 
haut degre de puret6, ou parce qu'on souhaite r6duire la quantite d'antigenes presents 
dans le vaccin ou le nombre de rappels a effectuer, ou encore parce qu'on souhaite 
allonger la dur6e de protection conferee par le vaccin. Parfois, il s'agit de modifier 

1 5 qualitativement plutot que quarititativement la rSponse induite. 

De nombreuses molecules ont deja 6t6 decrites en relation avec leurs propriety 
adjuvantes ; cependant, les principaux adjuvants actuellement commercialises dans les 
vaccins sont des adjuvants a base d'aluminium ou des emulsions. 
Ainsi, parmi Tart antSrieur comiu, on peut notamment citer le brevet EP636031, qui 

20 divulgue l'utilisation d'une lH-imidazo[4,5c]quinol6ine-4-ainine comme adjuvant 

vaccinal, vis-a-vis d'une glycoprot6ine du virus Herpes Simplex 2 chez le cobaye. Dans 
ce document, le vaccin administre ne permet pas d'empecher completement le 
dSveloppement de la maladie, lors d'un challenge des animaux par du virus HSV2, mais 
il permet de r&Iuire les lesions, P excretion vaginale du virus ainsi que le phenomene de 

25 recurrence de la maladie. 

Selon la publication intitulee « Adjuvant activities of Immune Response Modifier R848 : 
Comparison with CpG ODN », de Vasilakos et al, dans Cellular Immunology 204, 64-74 
(2000), le derive d'imidazoquinoteine R-848 est decrit pour Stre un adjuvant de type 
TH1, dans un test utilisant comme antigene l'ovalbumine administr£e a des souris. 

30 Cette publication decrit egalement un autre type d'adjuvant vaccinal constitue par des 
oligonucleotides comprenant un dinucl6otide CG, dans lequel la cytosine n'est pas 
m&hyl6e. 
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Dans un autre document de Tart anterieur constitue par la publication intitutee "Human 
TLR7 or TLR8 independently confer responsiveness to the antiviral compound R-848" 
de Jurk et al, dans Nature Immunology, June 2002, volume 3 n°6, p499, il est indique 
que les recepteurs Toll-like jouent im r61e important dans les reponses immunes aux 
5 pathog6nes, le r6cepteur Toll-like 9 etant active par PADN bacterien ayant des motifs 
CpG non methytes, alors que le R-848 active les cellules via le r<§cepteur Toll-like 7 et le 
rScepteur Toll-like 8. 

Dans la publication intitulee « Novel synthetic LPS receptor agonists boost systemic and 
mucosal antibody responses in mice », de Przetak et al, dans Vaccine 21 (2003) pages 

10 961-970, il est ddcrit des composes chimiques ayant des chaines d'acides gras, composes 
depourvus de noyaux sucre mais qui ont une activite adjuvante vis-a-vis d'antigenes 
constitu6s par la toxine t&anique ou l'ovalbumine. Ces composes sont connus pour 
activer un m^canisme d' action lie au recepteur Toll-like 4. 
Tous ces composes sont connus pour avoir, individuellement, des proprietes 

15 immunostimulantes k des degr^s divers selon les conditions d' administration; cependant, 
il reste souhaitable de pouvoir disposer d'une composition permettant de potentialiser 
ces proprietes immunostimulantes, en particulier dans le cas de l'administration d'un 
antig&ie vaccinal. 

Pour atteindre cet objectif la pr^sente invention a pour objet une composition 
20 immunostimulante comprenant au moins un agoniste du recepteur Toll-like 7 ou du 
recepteur Toll-like 8, caract6risee en ce qu'elle comprend egalement un agoniste du 
recepteur Toll-like 4. 

Ainsi, on obtient une potentialisation de la r^ponse immunostimulante. 
Selon un mode particulier de mise en oeuvre de l'invention, l'agoniste du recepteur Toll- 
25 like 7 ou du recepteur Toll-like 8 est un compose different de l'agoniste du recepteur 
Toll-like 4. 

Selon un mode de realisation particulier, la composition immunostimulante comprend en 
outre au moins un antigene vaccinal. Ainsi, la reponse immune induite vis-a-vis de 
l'antig&ne est potentialis6e. 
30 Selon un mode de realisation particulier de l'invention, l'agoniste de recepteur Toll-like 
7 ou du recepteur Toll-like 8 est un derive d'imidazoquinol6ine amine. Un tel agoniste 
peut etre obtenu par synthese chimique pure et pr^sente done toutes les garanties de 
reproductibilite et de s6curite n6cessaire k un usage pharmaceutique. 
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Selon un mode particulier de realisation, le derive d'imidazoquinoleine amine est le 4- 
amino-2-ethoxymethyl-a, a, dimemyl-l-H-maidazo[4,5c]quinoleine-l-ethanol. 
Selon un mode de realisation, l'agoniste du recepteur Toll-like 4 est un compose decrit 
dans la demande WO0044758, et notamment le ER804057 ; un tel compose, obtenu par 
pure synthese chimique presente egalement toutes les garanties de reproductibilite et de 
security necessaire a un usage pharmaceutique. 

De nombreux autres avantages de la presente invention apparaitront a la lumiere de la 
description detaillee qui va suivre, en reference aux figures 1 a 4 qui illustrent les 
resultats obtenus a l'exemple 5. 

La presente invention est relative a une composition immunostimulante ; par 
composition immunostimulante, on entend une composition susceptible d'induire la 
maturation ou l'activation de cellules du systeme immunitaire, telles que les cellules 
dendritiques, ce qui conduit alors a l'expression sur les cellules de certains marqueurs ( 
CD25, CD80, CD83 ou autres) que Ton peut detecter, et a la secretion de cytokines (IL6, 
IL12p70, TNF-a,.. .) que Ton peut doser. 

Selon un mode particulier de realisation, la composition immunostimulante de 
Pinvention comprend au moins un antigene vaccinal. Par antigene vaccinal, on entend 
un antigene susceptible d'induire une reponse du systeme immunitaire lorsqu'il est 
a&ninistre a l'homme ou a un animal. Cette reponse du systeme immunitaire peut se 
traduire par une production d'anticorps ou par une activation de certaines cellules, 
notamment les cellules presentatrices d'antigenes ( ex : les cellules dendritiques), les 
lymphocytes T, les lymphocytes B. 

La composition vaccinale peut Stre une composition a visee prophylactique ou a visee 
therapeutique, ou encore les deux. 

Elle peut Store administree par toutes les voies habituellement utilisees ou preconisees 
pour les vaccins : voie parenterale, voie muqueuse, et se presenter sous diverses formes : 
liquide injectable ou pulverisable, formiolation lyophilisee ou sechee par atomisation ou 
a l'air,. . .etc. Elle peut 6tre ad^ninistree au moyen d'une seringue ou au moyen d'un 
injecteur sans aiguille pour injection intramusculaire, sous-cutanee ou intradermique. 
Elle peut aussi etre administree grace a un n6buliseur capable de delivrer une poudre 
seche ou un spray liquide au niveau des muqueuses, qu'elles soient nasales, 
pulmonaires, vaginales ou rectales. 
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Les antigenes vaccinaux utilises dans les compositions vaccinates selon la pr6sente 
invention sont des antigenes « directs », c'est-&-dire qu'il ne s'agit pas d'ADN codant 
pour ces antigenes, mais les antigenes eux-mSmes ; il peut s'agir d'un germe entier ou 
seulement d'une partie de ce germe ; ainsi panni les antigenes utilises habituellement 
5 dans les vaccins, on peut notamment citer : 

- les polysaccharides, qu'ils soient seuls ou conjugu6s a des Elements porteurs, tels 
que les proteines porteuses, 

les germes entiers vivants attenues, 

- les germes inactives, 

10 - les peptides et prolines recombinants, 

- les glycoproteins, les glycolipides, les lipopeptides, 

- les peptides synth&iques, 

- les germes eclatfe dans le cas de vaccins appeles vaccios « splitt£s ». 

Ces antigenes sont des antigenes utilises ou susceptibles d'etre utilises pour le traitement 
15 ou la prevention de diverses maladies telles que par exemple : dipht£rie, tetanos, polio, 
rage, coqueluche, hepatites A, B, C, ffevre jaune, ffevre typhoide, varicelle, rougeole, 
oreillons, rubeole, enc^phalite japonaise, meningites, infections h pneumocoques, 
infections & rotavirus, SIDA, cancers, tuberculose, maladie de Lyme, infections a RSV, 
herpes, affections bacteriennes provoquees par Chlamydia, Neisseria gonorrheae, 
20 Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, ou Haemophilus influenza type B, la 
malaria, les leshmanioses, les listerioses, . . .etc. 

La composition vaccinale selon Pinvention peut Sire une composition destinee & 
r immunisation contre un seul pathogene ou cancer, c'est-&-dire qu'elle comprend un ou 
plusieurs antigenes d'un seul pathogene ou cancer, ou bien Stre une composition 
25 destinee a rimmunisation contre plusieurs pathogenes ou cancers (on parte alors de 
combinaison vaccinale). 

Au sens de la presente invention, on entend par agoniste des recepteurs Toll-like 7 et 
Toll-like 8, un compose capable de se lier a Fun ou l'autre de ces recepteurs ou aux deux 
et de d£clencher la cascade de signalisation associee a ces recepteurs, notamment un 
30 compost capable d'activer la translocation de NF-kB dans des cellules transferees avec 
du cDNA codant pour l'un ou l'autre de ces recepteurs, ou pour les deux. 
Parmi les agonistes convmant aux fins de Pinvention, on peut notamment citer les 
imidazoquinol£ines amines substitutes, et notamment celles decrites dans le brevet US 
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5389640. On a obtenu de particulierement bons r6sultats avec le 4-amino-2- 
ethoxymethyl-a, a, dimethyl-l-H-imidazo[4,5c]qu^ encore appele R- 

848 dont une methode de preparation est indiquee aux exemples 99 et 101 de 
l'USP5389640. 

5 Au sens de la presente invention, on entend par agoniste du recepteur Toll-like 4, un 
compost capable de se Her a ce recepteur et de declencher la cascade de signalisation 
associee, notamment un compost capable d'activer la translocation de NF-kB dans des 
cellules transfect£es avec du cDNA codant pour ce recepteur. 

Parmi les agonistes convenant aux fins de rinvention, on peut citer les LPS des bacteries 
10 Gram negatives, ou de fa9on plus approprtee, des d<Sriv6s monophosphoryles des lipides 
A de ces LPS, et notamment, le 3D-MPL ou lipid A monophosphoryte deacyle en 
position 3 qui est d&ait par RIBI dans le brevet UK N°221 1 502 ainsi que dans l'USP 
4436727 et sa Reissue 4912094. Des analogues synth&iques de ces produits, tels que 
ceux dScrits par CORIXA dans la demande WO98/50399, et notamment le RC-529, ou 
15 encore ceux d£crits dans la demande ^002/12258 conviennent 6galement De meme, 
les composes objets des demandes WO95/14026, WOOO/00462, WO01/46126 et 
WO01/46127 au nom de OM Pharma, peuvent convenir. 

De fa$on prefSree, on utilise des produits purement synth&iques, depourvus de noyau 
saccharidique, tels que ceux d6crits dans le brevet USP 6290973 au nom de EISAI CO, 

20 et en particulier le produit denommS ER 1 12066, ou de preference encore le produit 
d6nomme ER804057. Ce produit est un sel disodique de (1R,6R,22R,27R)-1,27- 
diheptyl- 1,27-bis dodecanoyl -9,19-^ihydroxy-9,19-dioxido-14-oxo-6,22-bis[(l,3- 
dioxoteti^ecyl)ainino]^,8,10,18,20,24-hexaoxa-13,15-^aza-9,19- 
diphosphoheptacosane qui peut etre obtenu en suivant la methode de preparation 

25 indiquee dans la demande de brevet WO0044758, pour le compost N° 50, Le. la 

methode d6crite a la page 32, a condition de remplacer auparavant dans l'etape menant 
du produit 39 au produit 41 d^crite k la page 28 de la demande de brevet, le chlorure de 
myristoyl par de Tacide B-cetomyristique en presence de EDC ( c'est-a-dire de 
Thydrochlorure de l-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide). 

30 

Chacun de ces agonistes, que ce soit F agoniste du recepteur Toll-like 4 ou l'agoniste des 
recepteurs Toll-like 7 et 8 est connu pour avoir des propriety immunostimiilantes. 
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L'interet de la presente invention est que la reponse observee dans le cadre de la 
presente invention est une reponse potentialisee. Si Pobtention d'une telle 
potentialisation pourrait pour une personne non famili&re avec le domaine de 
T immunologic apparaitre au l cr abord comme evidente, il faut au contraire la eonsiderer 
5 comme surprenante dans le domaine particulier de Pinvention ; en effet, les experiences 
ont montr6 que, lorsque 2 ou plusieurs immunostimulants sont presents dans une meme 
composition, il est frequent que Peffet produit par Pun d'entre eux soit inhibiteur vis-&- 
vis de Pautre ou des autres immunostimxilants presents, ou du moins lorsqu'un produit 
exerce un effet immunostimulant, il est difficile d'augmenter encore la reponse dej& 
10 obtenue. 

Dans les tests d'immunostimulation in vitro, on observe vine synergie des effets des 
immunostimulants mis au contact des cellules du syst&ne immunitaire qui induisent un 
niveau deactivation des cellules tout k fait exceptionnel, qui ne pouvait Stre anticip6 a 
partir du niveau d'activation induit par chacun des immunostimulants utilise separement 

15 De m&ne, la synergie observee dans la reponse obtenue lorsque la composition 

immunostimulante comprend des antig&nes vaccinaux, notamment en ce qui conceme le 
nombre de sujets repondeurs avec un tres bon niveau de reponse, est tout k fait 
exceptionnelle, et ne pouvait nullement etre d6duite des r6ponses obtenues avec chacun 
des adjuvants pris isotement 

20 Les r6sultats obtenus en utilisant des agonistes de ces recepteurs Toll-like 7, 8 et 4 sont 
d'autant plus surprenants que des essais realises en combinant plusieurs agonistes 
d' autres recepteurs n'ont abouti a aucune potentialisation des effets observes par chacun 
des agonistes utilise isolement. 

Les agonistes des recepteurs Toll-like 4, 7 et 8 de la presente invention ont la propri6t6 
25 d'adjuver les antigdnes vaccinaux avec lesquels ils sont administres, ce qui en general 
signifie qu'ils sont capables d'accroitre ou de modifier la reponse du systeme 
immunitaire de Porganisme auquel la composition vaccinale est administr^e, par rapport 
a la reponse qui serait obtenue en leur absence. En particulier, il peut s'agir d'une 
augmentation de la r6ponse humorale, ou de la reponse cellulaire, ou des deux. L'action 
30 peut 6galement etre, non pas une augmentation de la reponse, mais une orientation 
differente de la reponse induite : par exemple, orientation vers une reponse cellulaire 
plutot qu'une reponse humorale, production de certaines cytokines plutot que d'autres, 
production de certains types ou sous-types d'anticorps plutot que d'autres, stimulation de 
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certaines cellules plutot que d'autres, etc. . . L'action d'un adjuvant peut egalement 
consister a augmenter la duree de la reponse immune dans le temps. II peut aussi s'agir 
de permettre la diminution du nombre d' administrations n^cessaires pour obtenir une 
protection de 1'individu immunise, ou encore la diminution de la quantit6 d' antigenes 
5 contenue dans la dose administree. 

Dans le cas de la pr^sente invention, la synergie observe se traduit essentiellement par 
une diminution de la dispersion des r&ultats obtenus, notamment en ce qui concerne la 
reponse Thl. 

L'action adjuvante des agonistes selon P invention peut Stre obtenue, soit lorsqu'ils sont 
10 associes a I'antig&ne ou aux antigfenes de la composition vaccinale lors de leur 

administration, i.e. lorsqu'ils sont presents directement dans la composition vaccinale, 
ou encore lorsqu'ils sont administr6s separement de l'antig6ne ou des antigenes dont on 
veut modifier le pouvoir immunog6ne. On pr6fere cependant les utiUser dans la meme 
composition vaccinale que I'antig&ie ou les antigenes a administrer. 
15 Les exemples qui suivent illustrent des modes de realisation particuliers de la pnSsente 
invention. 

1. Preparation d'une suspension stock d'agonistes des recepteurs Toll-like 7 et 8. 
On dispose de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) obtenue chez Avanti Polar 
20 Lipids (Alabaster, AL), et de 4-amino-2-ethoxymethyl-a, a, dimethyl-l-H- 
imidazo[4,5c]quinoleine-l-ethanol (R-848) fourni par la Societe InVivogen. 
Ces composes se presentent sous forme de poudre. 

342 |ig de DPPC (0.46 ^oles) additionnes de 150 ^ig de R-848 (0.51 ^moles) sont 
dissous dans 984 jal d'un melange chloroforme/methanol 4 :1 (vol/vol). La solution est 

25 sechee dans un ballon en verre a 1' aide d'un evaporateur rotatif de maniere k laisser un 
film lipidique homogene sur les parois du ballon. Ce film est encore s6ch6 sous vide 
pousse pour 61iminer toute trace de solvant residuel puis repris dans 3 ml d'eau a 60°C. 
La suspension liposomale resultante est homogen6is6e par agitation au vortex, 
sonication dans un bain a ultrasons puis extrudde s^quentiellement, a l'aide d'un 

30 extrudeur Lipex thermostate k 50°C, en un passage a travers une membrane de 

polycarbonate de porosite 0.8 |im, puis un passage k travers une membrane de porosite 
0.4 \xm et enfin un passage a travers une membrane de porosite 0.2 \xm. 
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On obtient ainsi des liposomes de DPPC/R-848 (0.9 :1 mol/mol) en eau a 1 14 ug/ml de 
DPPC et 50 ug/ml de R-848. 

2. Preparation d'une suspension stock d'aeonis tes de receoteur Toll-like 4. 
On dispose de dipalrmtoylphosphatidylcholine (DPPC) obtenue chez Avanti Polar 
Lipids (Alabaster, AL> et de ER804057 fourni par la Societe Eisai . 
Ces composes se presentent sous forme de poudre. 

273 ug de DPPC (0.37 umoles) additionnes de 150 ug de ER804057 (0.092 umoles) 
sont dissous dans 760 nl d'un melange chloroforme/m6thanol 4 :1 (vol/vol). La solution 
est sechee dans un ballon en verre a l'aide d'un evaporateur rotatif de maniere a laisser 
un film lipidique homogene sur les parois du ballon. Ce film est encore seche sous vide 
pousse pour eliminer toute trace de solvant residuel puis repris dans 3 ml d'eau a 60°C. 
La suspension liposomale resultante est homogeneisee par agitation au vortex, 
sonication dans un bain a ultrasons puis extrudee sequentiellement, a l'aide d'un 
extrudeur Lipex thermostats a 50°C, en un passage a travers une membrane de 
polycarbonate de porosite 0.8 urn, puis un passage a travers une membrane de porosity 
0.4 urn et enfin un passage a travers une membrane de porosite 0.2 um. 
On obtient ainsi des liposomes de DPPC/ER804057 (4 :1 mol/mol) en eau a 91 fig/ml de 
DPPC et 50 ug/ml de ER804057. 

3. Preparation d'une suspension stock d'aeonistes de recenteur Toll-like 4 et d'agonistes 
de r&enteurs Toll-like 7 et 8. 

On dispose de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) obtenue chez Avanti Polar 
Lipids (Alabaster, AL), de 4-amino-2-ethoxymethyl-a, a, dimethyl- 1-H- 
imidazo[4,5c]quinoleine-l-ethanol (R-848) fourni par la Societ6 InVivogen, 
et de ER804057 fourni par la Societe Eisai. 
Ces composes se presentent sous forme de poudre. 

273 ug de DPPC (0.37 umoles) additionnes de 150 ug de TLA4 (0.092 umoles) et de 
150 \ig de R848 (0.51 jxmoles) sont dissous dans 1.06 ml d'un melange 
chloroforme/methanol 4 :1 (vol/vol). La solution est sechee dans un ballon en verre a 
l'aide d'un evaporateur rotatif de maniere a laisser un film lipidique homogene sur les 
parois du ballon. Ce film est encore sech6 sous vide pouss6 pour eliniiner toute trace de 
solvant residuel puis repris dans 3 ml d'eau a 60°C. La suspension liposomale resultante 
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est homogen6isee par agitation au vortex, sonication dans un bain k ultrasons puis 
extrudSe sequentiellement, a Paide d'un extrudeur Lipex thermostate a 50°C, en un 
passage a travers une membrane de polycarbonate de porosite 0.8 |im, puis un passage a 
travers une membrane de porosite 0.4 jim et enfin un passage k travers vine membrane de 
porosit6 0.2 \im. 

On obtient ainsi des liposomes de DPPC/ER804057/R-848 (4:1: 5.5 mol/moVmol) en 
eau k 91 |ig/ml de DPPC, 50 ng/ml de ER804057 et 50 \ig/uA de R-848. 

4. Preparation des compositions vaccinates 

On prepare des compositions vaccinales comprenant a titre d'antigene vaccinal, une 
proline recombinante susceptible d'Stre utilisee dans un vaccin contre le SIDA ; il 
s'agit de la proline TAT III B detoxifiee qui est obtenue par expression chez E. coli et 
purification par diffSrentes Stapes de chromatographic, puis inactivation chimique, ainsi 
que cela est decrit dans la demande W099/33346, ou elle est identifiee sous le terme de 
Tat carboxym6thyl6e. 

Les compositions sont pr6par6es de la mani&re decrite ci-apr6s. 

Les suspensions liposomales prepares selon les exemples lk3 sont melanges volume 
a volume (0.9 ml + 0.9 ml) k une solution de Tat concentre k 200 jig/ml en tampon 
TRIS 100 mM, NaCl 200 mM, pH 7.4 pour obtenir les preparations (1.8 ml final) dont 
la composition est indiquee ci-apres et dans lesquelles les quantites d'antigdnes et 
d'adjuvant sont indiquSes par dose de 200 jil. 

1) Tat (20 ng) 

2) Tat (20 jig) + ER804057/DPPC (5 fig / 9.1 *ig soit 3.1 nmoles / 12.4 nmoles) 

3) Tat (20 \ig) + ER804057/DPPC/R-848 (5 fig / 9.1 \ig I 5 jig soit 3.1 nmoles / 12.4 
nmoles / 16.7 nmoles) 

4) Tat (20 \xg) + R-848/DPPC (5 \xg 1 1 1.4 fig soit 16.7 nmoles / 15.5 nmoles). 
5. Test dMmmunisation sur souris. 

On dispose de 4 groupes de 6 souris BALB/c femelles ag6es de 8 semaines, a qui Ton 
injecte une des compositions prepares a Pexemple 4, par voie sous-cutan6e, a raison 
d'une dose de 200}il par souris ; les injections sont realisees k JO et a J21 . 
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On preldve des Schantillons sanguins au sinus retro-orbital a J14 pour Tappreciation de 
la reponse primaire et a J32 pour la reponse secondaire. La determination du taux 
d'IgGI et d'IgG2a specifiques est effectuee grace a des tests ELISA standardises. 
Les souris sont sacrifices k J37 ; on prSleve leur rate et on isole les splenocytes. 

5 

Les r&ultats obtenus en ce qui concerne les r6ponses humorales sont rCcapitutes dans le 
tableau ci-dessous et aux Figures 1 a 4, ou les taux d'IgG sont exprimSs en unites 
arbitraires ELISA (loglO). 

Pour chaque groupe de souris, la valeur indiqute dans le tableau est le litre geometrique 
10 moyen des valeurs obtenues pour chacune des souris. 



Composition 
vaccinate 


IgGl 
aJ14 


IgG2a 
aJ14 


IgGl 
aJ32 


IgG2a 
aJ32 


Rapport 
IgGl/IgG2a 
aJ32 


Tat 


1,897 


1,000 


4,343 


2,436 


176,2 


Tat+ER804057 


2,598 


2,820 


5,101 


4,838 


3,5 


Tat + R848 


2,568 


2,959 


. 4,248 


4,328 


1,3 


Tat + ER804057 
+R.848 


2,805 


2,864 


4,877 


4,989 


0,9 



Le rapport IgGl/IgG2a pennet d'apprScier Porientation de la reponse immunitaire 
induite. En effet, une reponse de type Thl se traduit chez la souris par une plus grande 
1 5 proportion d'IgG2a, alors qu'une reponse de type Th2 se traduit par une plus grande 
proportion d'IgGl. 

On voit done que, grace k la composition selon l'invention, la reponse est orients vers 
le type Thl, bien plus fortement que si chacun des immunostimulants etait utilise 
individuellement 

20 Les graphes representes sur les figures 1 a 4 pennettent de visualiser les reponses 
obtenues pour chacune des souris, et done d'appr^cier la plus ou moins grande 
dispersion des resultats. Les performances de la composition selon Pinvention sont 
particulierement notables au niveau de la reponse en IgG2a obtenue apres rinjection de 
rappel ; en effet, si les niveaux de reponse obtenus avec les compositions ayant un seul 

25 immunostimulant, que ce soit le R-848 ou PER804057, sont en moyenne satisfaisantes, 
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on remarque que les r£sultats sont dans ces cas relativement disperses ; alors qu'avec la 
composition selon r invention, toutes les souris ont produit un taux d'IgG2a important. 
Cette performance est tres importante dans le domaine de la vaccination, ou on souhaite 
toujours prot6ger l'ensemble des sujets vaccines, mais ou les variabilites generalement 
5 observees entre les individus ne permettent pas d'assurer le meme benefice a chacun des 
individus recevant le vaccin. 

Ces rSsultats observes en pr&sentant dans une meme composition vaccinale un adjuvant 
comprenant a la fois un agoniste de r£cepteur Toll-like 4 et un agoniste des recepteurs 
Toll-like 7 et Toll-like 8, est d'autant plus surprenante que des tests realises en 
10 combinant un agoniste des recepteurs Toll-like 7 et Toll-like 8 et un agoniste d'un autre 
recepteur 6galement present sur les cellules pr£sentatrices d'antigfenes, n'ont pas permis 
d'ameliorer les reponses par rapport aux reponses obtenues en utilisant comme adjuvant 
chacun des composes s6parement. 

1 5 Pour apprecier FefFet des compositions pharmaceutiques selon l'invention sur la r£ponse 
cellulaire, on effectue des comptages des cellules spteniques capables de produire de 
r interferon y par un test ELISPOT. Ce test est realise k la fois sur des cellules fralches et 
sur des cellules restimulees. 

Pour la realisation du test, on cultive les cellules spleniques dans des plaques de culture 
20 cellulaire, a raison de 200 000 cellules par puits, en presence soit du milieu seul, soit de 

l'antigene TAT recombinants Apres 16 heures de culture, on r£vele l'ELISPOT, i.e . 

que Ton compte le nombre de spots correspondant aux cellules s£cr£tant de 1* interferon 

y. Les resultats obtenus sont resumes dans les tableaux ci-aprds ; les valeurs indiqu£es 

sont les valeurs moyennes (par groupe de souris), des differences calculees pour chaque 
25 souris entre le nombre de spots comptSs par million de cellules dans les puits ayant de la 

TAT recombinante et le nombre de spots comptes par million de cellules dans les puits 

n' ayant que du milieu. 
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Le tableau ci-apres resume les resultats obtenus sur cellules fraiches. 



Composition immunostimulante testae 


Nombre de spots par millions de cellules. 


TAT a 20 ug 


7 


TAT a 20 ug + R-848 


25 


TAT a 20 ug + ER804057 


53 


TAT a 20ug + R-848 + ER804057 


110 



5 Le tableau ci-apres resume les resultats obtenus sur cellules restimulees in vitro pendant 
7 jours, en presence d'IL2, par un pool de peptides chevauchant couvrant entierement la 
sequence de la proteine TAT* 



Composition immunostimulante testee 


Nombre de spots par millions de cellules. 


TAT a 20 ug 


33 


TAT a 20 ug + R-848 


518 


TAT a 20 ug + ER804057 


488 


TAT a 20ug + R-848 + ER804057 


1005 



10 En outre, on realise en parallele la mesure par un test ELISA de la secretion des 
cytokines IL5 et de Tinterferon y dans des surnageants de culture comprenant des 
splSnocytes cultiv6s en presence ou non de TAT recombinante pendant 5 jours. 
Les resultats obtenus, exprimes en pg/ml sont resumes dans le tableau ci-aprds : 



Composition immunostimulante testee 


IL-5 


INF-y 


TAT a 20 ug 


2893 


7726 


TAT a 20 ug + R-848 


152 


8326 


TAT a 20 ug + ER804057 


220 


3886 


TAT a 20ug + R-848 + ER804057 


167 


13887 



15 

Ces resultats montrent reflet particuliement int£ressant obtenu sur la reponse TH1, 
grace aux compositions selon la presente invention. 
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6. Preparation de suspensions de liposomes pour les tests de stimulation de cellules 
humaines . 

On dispose de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) obtenue chez Avanti Polar 
Lipids (Alabaster, AL), et de 4-amino-2-ethoxymethyl-a, a, dimethyl- 1-H- 
5 imidazo[4,5c]quinoleine-l -ethanol (R-848) fourni par la Soci&6 InVivogen. 
Ces composes se presentent sous forme de poudre. 

9.92 mg de DPPC (13.5 ^moles) additionnes de 1 mg de R-848 (3.38 |imoles) sont 
dissous dans 2 ml d'un melange chloroforme/methanol 4 :1 (vol/vol). La solution est 
s6ch6e dans un ballon en verre k l'aide d'un evaporateur rotatif de maniSre a laisser un 

10 film lipidique homog&ie sur les parois du ballon. Ce film est encore s6che sous vide 
pousse pour eliminer toute trace de solvant residuel puis repris dans 4 ml d'eau a 60°C. 
La suspension liposomale resultante est homogen&see par agitation au vortex, 
sonication dans un bain a ultrasons puis extrud^e sequentiellement, a l'aide d'un 
extrudeur Lipex thermostate k 50°C, en un passage a travers une membrane de 

1 5 polycarbonate de porosite 0.8 ^m, puis un passage a travers une membrane de porosis 
0.4 \xm et enfin un passage a travers une membrane de porosite 0.2 Jim. 
On obtient ainsi des liposomes de DPPC/R-848 (4:1 mol/mol) en eau a 2.48 mg/ml de 
DPPC et 250 ng/ml de R-848. 

20 On dispose de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) obtenue chez Avanti Polar 
Lipids (Alabaster, AL) et de ER804057 fourni par la Soci&e Eisai. 
Ces composes se presentent sous forme de poudre. 

19 mg de DPPC (25 ^moles) additionnSs de 1 1 mg de ER804057 (6.7 jimoles) sont 
dissous dans 5ml d'un melange chloroforme/methanol 4 :1 (vol/vol). La solution est 

25 s6chee dans un ballon en verre a Paide d'un evaporateur rotatif de maniere a laisser un 
film lipidique homogdne sur les parois du ballon. Ce film est encore seche sous vide 
pousse pour 61iminer toute trace de solvant residuel puis repris dans 1 1 ml d'eau a 60°C. 
La suspension liposomale resultante est homogeneisee par agitation au vortex, 
sonication dans un bain a ultrasons puis extrudee s£quentiellement, a l'aide d'un 

30 extrudeur Lipex thermostat^ a 50°C, en un passage k travers une membrane de 

polycarbonate de porosite 0.8 Jim, puis un passage a travers une membrane de porosite 
0.4 jxm et enfin un passage k travers une membrane de porosite 0.2 jam. 
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On obtient ainsi des liposomes de DPPC/ER804057 (4 :1 mol/mol) en eau a 1.72 mg/ml 
de DPPC et lmg/ml de ER804057. 

7. Test de stimulation de cellules humaines in vitro . 

5 

On evalue pour 4 donneurs kutependants la capacity des compositions selon Tinvention 
k induire la maturation de cellules dendritiques derives de monocytes humains in vitro. 
Les monocytes sont obtenus a partir de cellules mononuclees du sang peripherique et 
sont cultives pendant 5-6 jours en presence d'IL4 et de GM-CSF. 
10 Ces cellules sont ensuite cultiv6es pendant 2 jours en presence de Tune des compositions 
suivantes : 

- milieu de culture seul, servant de temoin n^gatif, 

- liposomes R-848/DPPC prepares selon Fexemple 6 et dilues afin d'obtenir 
2,96ng/ml de R-848, 

15 - liposomes ER804057/DPPC prepares selon l'exemple 6 a raison de 0, 1 ^g/ml. 

une combinaison des 2 preparations liposomales 
On realise ensuite une analyse phenotypique en cytometric de flux, pennettant de 
mesurer 1' expression des marqueurs de maturation CD25, CD80 et CD83, ainsi qu'une 
mesure par ELISA des cytokines (TNF-a, IL6 et IL12p70) secretees par ces cellules. 

20 

Les r^sultats indiques dans les tableaux ci-apres representent les moyennes calcul6es 
pour les 4 donneurs : 





Pourcentage de cellules exprimant les marqueurs 




CD25 


CD80 


CD83 


milieu seul 


3 


12 


4 


R-848 


25 


34 


19 


ER804057 


35 


46 


15 


ER804057 + R-848 


78 


60 


33 



25 
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Quantite de cytokines en pg/ml 




TNF-a j 


IL6 


IL12p70 ; 


milieu seul 


61 


77 


10 


R-848 


1727 


8263 


288 


ER804057 


398 


8349 


22 


ER804057 + R-848 


12041 


69973 


5304 



Les resultats obtenus montrent la grande capacite des compositions selon Pinvention k 
indixire la secretion de cytokines indicatrices d'une rSponse orientee TH1, telles que 
5 riL12p70 ; la synergie obtenue en combinant les 2 produits est remarquable. Les 

compositions selon Pinvention sont done particulierement recommandees dans toutes les 
methodes de traitement dans lesquelles on cherche a obtenir une reponse du systeme 
immunitaire orientee Thl , et notamment tous les cas oft il est souhaitable d'induire la 
secretion de Pune des cytokines suivantes : TNF-a, IL-6 ou IL12p70. 



10 
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REVENDICATIONS 



PCT/FR2004/003308 



L Composition immunostimulante comprenant au moins un agoniste des recepteurs 
Toll-like 7 ou du recepteur Toll-like 8 9 caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre un agoniste du recepteur Toll-like 4. 

2. Composition immunostimulante selon la revendication precedente, caracterisee 
en ce que l'agoniste du recepteur Toll-like 7 ou du recepteur Toll-like 8 est un 
compose different de Pagoniste du recepteur Toll-like4. 



3. Composition immunostimulante selon une des revendications 1 ou 2, caracterisee 
en ce qu'elle comprend en outre au moins un antigdne vaccinal. 

4. Composition immunostimulante selon une des revendications prec&ientes, 
caracterisee en ce que l'agoniste de recepteur Toll-like 7 est un derive 
d'imidazoquinoleine amine. 

5. Composition immunostimulante selon la revendication precedente, caracterisee 
en ce que le derive d'imidazoquinoleine amine est le 4-amino-2-ethoxymethyl-a, 
a, dimethyl- l-H-imidazo[4,5c]quinoleine- 1 -ethanol. 

6. Composition immunostimulante selon une des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que V agoniste du recepteur Toll-like 4 est le ER804057 . 

7. Utilisation d'une composition immunostimulante selon une des revendications 
precedentes, pour la fabrication d'un medicament 

8. Utilisation d'une composition immunostimulante selon une des revendications 1 
a 6, pour la fabrication d'un medicament susceptible d'induire une reponse 
immunitaire de type TH1 . 
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